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Infrodugao
A Fibrose Cistica (FC) € uma doenca genética de caracteristica autossomica recessiva com A) B)
alta incidéncia em populacdes eurodescendentes (1: 2.500 nascidos vivos). Essa doenca é Outside cell Mutant

| CFTR Channel

identificada através da triagem neonatal ainda em fase assintomatica pelo rastreamento do ' Mucus |
nivel de tripsina imunorreativa (IRT), que se encontra elevada em recém-nascidos T T TR R TR TGP R T 1O 11 Y
fibrocisticos, seguida da dosagem dos niveis de cloro presentes no suor.

O gene da FC transcreve uma proteina transmembranar reguladora do transporte idnico
(Cystic Fribrosis Transmembrane Conductance - CFTR) de ions cloreto através do epitélio
(Fig.1). O gene CFTR possui 27 éxons, ao longo dos quais cerca de 2.000 mutacoes ja foram
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. .o . . A . . . ’ . . Normal e o
identificadas, a maioria delas com frequéncias muito baixas e proprias de determinadas .cpm{;hanne. ® . .
populacdes. Duas regidoes polimoérficas, (TG)m e (T)n, localizadas no intron 8 (IVS8) tem Chiordde lons  © o
demonstrado afetar a eficiéncia do splicing do éxon 9. Estudos demonstram que baixas

repeticoes (T) e altas repeticoes (TG) resultam em baixa transcricao do gene, com
consequente diminuicao da sintese de proteinas CFTR funcionais.

Fig. 1: Proteinas CFTR normal (A) e mutada (B)

Objetivo Resultados

Até o momento foram selecionados 42 pacientes que
apresentaram os niveis de tripsina imunorreativa (IRT) superiores a 70
ng/mL e/ou teste do suor alterado. J4 foram realizadas as extracoes
do DNA genbmico através da técnica de Salting Out e a quantificacao
do DNA extraido foi realizada em espectrofotbmetro Eppendorf
BioSpectrometer basic™.

Correlacionar o numero de repeticdes (TG) e politiminas (T)
na regiao polimorfica IVS8-(TG)m(T)n com os niveis de cloro no

suor, as dosagens de IRT e os genotipos de recém-nascidos
triados pelo SRTN/RS.

Materiais e Métodos

Foram desenhados primers que flangueiam a regiao do éxon 9 e
primers internos marcados com fluorescéncia (6FAM e HEX) que
flangueiam a regiao polimorfica de interesse IVS8-(TG)m(T)n(Fig.2).

Amostras: Pacientes
triados pelo SRTN/RS que
apresentaram IRT=70

DNA genﬁmico extraido
através da técnica de
Salting Out

Também ja foram padronizadas as amplificacoes do éxon 9
ng/ml e Teste do Suor

Alterado (fragmento de 558 pb) e do trato (T)n (PCR interno) (Fig.3).
M 1 M 2

A) B)
Desenho dos primers que
PCR para a amplificacao flanqueiam o éxon 9% e a
do éxon 9 regiao de interesse I'VS8-

(TG)m(T)n’ (Fig.2) Exon 9
500 pb (558pb) 500 pb
100 pb T

PCR Nested usando como
molde o amplicom do
éxon 9 para amplificar a

regiao de interesse I'VS8-
(TG)m(T)n

Puriﬁcagéo da amostra
com enzima ExoSAP

Fig.3: Amplificacao do éxon 9 (A) e do trato (T)n (B). M — Marcador molecular
de 100 pb, 1 — amplificacdo do éxon 9, 2 — amplificacdo do trato (T)n
previamente purificado com enzima ExoSAP

Perspectivas

Analise da correla(;?lo

entre os niveis de IRT e de
fons cloro no suor dos

pacientes com o tamanho
do trato (TG)m(I)n

Resultados obtidos serao
comparados com
muta(;ﬁes previamente
1dentificadas

Analise dos fragmentos no

Analisador Genético
ABI3130XL

taatggatcatgggccatgt s oo técaccacattcaacactgt
>

Exon9 FOR

TG_FOR (TG)m

Exon9 REV

tgaaaatatctgacaaactcatcttttatttttgatgtetetetetetgtetetatatttttttaacag GGATTT//ATGGTGATGACAGCCTCTTCTTCAG *

Tn_FOR

™ Tn_REV(HEX)

Fig.2 : Posicdo dos primers para a amplificacao do éxon 9 e para a realizacao do PCR Nested

v'Padronizar a amplificacdo do trato (TG)m

v'Analisar os fragmentos (T)n, (TG)m e (TG)m(T)n no Analisador
Geneético ABI3130XL

v'Comparar resultados obtidos com mutacdes previamente
identificadas e que ha registros na literatura de correlacao com o
splicing deficiente do éxon 9 na presenca de polimorfismos na
regiao de interesse IVS8-(TG)m(T)n

v'Correlacionar os niveis de IRT e ions cloro no suor com as
repeticoes (TG)m(T)n
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